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VECTEURS RECOMBINANTS D 1 ORIGINS VIRALE , LEUR PROCEDE 
D'OBTENTION ET LEUR UTILISATION POUR L ■ EXPRESSION DE 
POLYPEPTIDES DANS DBS CELLULES MUSCULAIRES . 

L' invention concerne des vecteurs recombinants 
d'origine virale comportant une sequence nucldotidique 
codant pour un polypeptide determine, et leur 
utilisation pour 1 'expression de ce polypeptide dans 
des cellules musculaires. L f invention vise 6galement 
un proced6 d'obtention de ces vecteurs, ainsi que 
leurs applications, notamment en tant que medicaments 
dans le domaine des pathologies musculaires. 

Le problfeme, non r6solu jusqu'a maintenant, de la 
diffusion directe d'un gene vers un tissu sp6cifique, 
fait obstacle au developpement de la therapie genique 
dans le domaine des maladies musculaires. 

Les diverses tentatives de modification du tissu 
musculaire rdalis^es jusqu'a ce jour sont 
principalement celle de la fusion de cellules 
musculaires avec un muscle hote (Salminen, A., et al., 
Hum. Gene Ther. 2, 15-26 (1991); Partridge, T.A. , et 
al., Nature 337, 176-179 (1989)), et celle procddant 
par injection d'ADN directement dans les muscles 
(Wolff, J. A. et al. Science 247, 1465-1468 (1991); 
Acsadi, G., New Biol. 3, 71-81 (1991)). 

La m^thode proc^dant par fusion, chez des souris, 
de precurseurs de cellules musculaires provenant d'un 
donneur normal, avec des fibres musculaires d f un hote 
(Partridge, T.A., et al. cite ci-dessus) a ete 
r6alis6e avec succ6s et cette therapie cellulaire a 
fait I'obj t d'essais pr61iminaires chez des enfarlts. 
Toutefois, cette approche semble presenter trop 
d f inconv6nients pour etre applicable au traitement de 
pathologies musculaires. En effet, les capacit6s de 
migration de ces pr6curseurs de cellules etant 
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reduites k quelques millimetres, 1 • implantation 
cellulaire de ces derniers necessiterait des millions 
d' injections pendant des heures d' anesthesie. De 
maniere inevitable, des problfemes immunologiques, 
conduisant a des ph6nomenes de rejet, risqueraient 
d'apparaitre, comme dans le cas de nombreuses greffes. 
De plus le traitement de la dystrophie musculaire de 
Duchenne (DMD) necessite non seulement d f atteindre les 
muscles du squelette, mais egalement les cellules 
myocardiques ; on imagine aisement les difficultes 
susceptibles d'etre rencontrees pour implanter des 
precurseurs de cellules musculaires dans le myocarde. 
La thdrapie cellulaire semble par consequent peu 
appropri6e pour le traitement de cellules malades 
presentant une telle dissemination dans l'organisme . 

La therapie gfcnique par indroduction directe in 
vivo d 1 acides nucieiques k 1 1 interieur d » organes , est 
une methode attrayante en raison de sa simplicite, 
mais dont le developpement se heurte k un certain 
nombre d' obstacles. En particulier, 1' expression de 
g6nes dans les muscles reste localisee au point 
d« injection (Wolff, J. A., et al. cite ci-dessus) et 
semble etre assez limitee dans le temps, 
particulierement dans le muscle cardiaque (Acsadi, G. 
et al., cite ci-dessus) . 

Le but de la presente invention est precisement 
de permettre 1 1 introduction d'un tres grand nombre 
d'acides; nucieiques dans un nombre important (.jusqu'a 
50 % et plus) de cellules musculaires d'un organisme 
humain ou animal, que ces cellules musculaires soient 
celles des muscles du squelette ou encore celles du 
myocarde. 

La presente invention a plus particulierement 
pour but de permettre 1 1 acheminement de ces acides 
nucieiques vers les cellules musculaires cibles par la 
circulation sanguine, tout en protegeant ces acides 



nucl6iques de 1* agression de divers constituants 
sanguins . 

Un autre but de la presente invention est de 
mettre & la disposition du public des compositions 
pharmaceutiques permettant le traitement des maladies 
musculaires, et plus particuliereraent des pathologies 
g6n6tiques du syst&ne musculaire, ou encore de 
pathologies dont la localisation dans I'organisme les 
rendent accessibles aux produits de 1' expression des 
acides nucl^iques sus-mentionnes, ces produits etant 
secretes par lesdites cellules musculaires. 

La presente invention decoule de la decouverte 
faite par les inventeurs, du fait que l'on retrouve 
1' activity /3-galactosidase dans de nombreux tissus 
apr&s injection a des souris de vecteurs recombinants 
d f origine virale, plus particuliferement d f adenovirus, 
dans le g6nome desquels a ete insure le gfene codant 
pour la j8-galactosidase. Parmi ces tissus, on peut 
citer les poumons, le foie, l'intestin, le coeur et 
les muscles du squelette. L 1 expression du gene de la 
jS-galactosidase est constante dans le temps, puisque 
la proportion des cellules de couleur bleue 
(coloration obtenue a la suite de 1' expression de ce 
g&ne) dans le tissu musculaire est k peu prfes 
6quivalente d'un mois a un autre. 

La figure 1 repr£sente un exemple de construction 
d'un vecteur recombinant selon l 1 invention et 
correspondant a 1' adenovirus de type Ad5 dans le 
genome duquel est ins6r§ le gene de la 0-galactosidase 
sous le controle du promoteur RSV. 

La prdsente invention a pour objet 1 'utilisation 
de vecteurs recombinants d 1 or igine virale, non 
r^plicables, et susceptibles d'etre reconnus par les 
rgcepteurs de cellules musculaires, humaines ou 
animales, infectables par ces virus, ces vecteurs 
6tant en outre modifies par un acide nucieique 
d' insertion contenant une sequence nucl6otidique 



codant pour une sequence polypeptidique dont 
^expression dans lesdites cellules musculaires est 
recherchee, cette sequence etant sous le controle d'un 
promoteur reconnu par les polymerases de ces cellules, 
pour 1 ' obtention d 1 un medicament destine au traitement 
de pathologies af f ectant les cellules musculaires ou 
de pathologies dont la localisation dans l»organisme 
les rendent accessibles aux produits de I 1 expression 
de la sequence nucieotidique sus-mentionnee et 
secretes par lesdites cellules musculaires. 

Les adenovirus, notamment les adenovirus humains 
de type 2 ou 5 representent des vecteurs 
particuliferement pref6r6s dans le cadre de la presente 
invention, en raison notamment de la graride taille du 
fragment d'ADN etranger qu'il est possible d'inserer 
dans le genome de ces virus. 

Avantageusement , 1 • acide nucieique d » insertion 
sus-mentionne est compris dans un genome defectif 
d 1 adenovirus , ce genome etant depourvu de sequences 
essentielles necessaires h la replication de ces 
adenovirus/ et plus particulierement des 
transactiyateurs EA et EB; ce genome comprend 
n6anmoins preferentiellement l 1 ensemble de celles des 
sequences, essentielles necessaires a 1' encapsidation 
de ces adenovirus. 

La quantite de vecteurs administree dans 
I'organisme est avantageusement choisie de maniere h 
deborder. le systeme immunitaire de l'organisme dans 
lequel ils ^ont injectes. 

Avantageusement la voie d 1 administration choisie 
dans le cadre de la presente invention est la voie 
intravein use. 

Parmi les pathologies affectant des cellules 
musculaires sus-mentionnees , on peut citer des 
pathologies genetiques telles que la dystrophie 
musculaire. 



A ce titre l'acide nucl^ique insert dans le 
genome du vecteur viral, et dont est recherch^e la 
diffusion dans la masse musculaire, comprend un 
sequence nucl^otidique codant pour un polypeptide 
susceptible de traiter la , pathologie en question, et 
plus particulierement de jouer le role dans la cellule 
musculaire du polypeptide normal ement present dans une 
cellule saine, mais dont la deficience est due soit a 
une production anormalement faible, voire nulle, de ce 
polypeptide, soit & une erreur dans sa sequence en 
acides amines resultant d 1 anomalies d'ordre genetique 
dans sa sequence nucleotidique codante. 

Des vecteurs, selon 1' invention, utilises pour 
l'obtention d'un medicament destine au traitement de 
la dystrophie musculaire, sont plus particulierement 
caracteris^s en ce que l'acide nucl^ique d 1 insertion 
est constitu6 de tout ou partie d'un g6ne sain de la 
dystrophine, L' introduction du g&ne entier de la 
dystrophine, ou encore de toute partie de ce gene 
codant pour un polypeptide conservant une activite 
comparable a celle de la proteine entiere, peut etre 
r^alisee suivant une methode identigue a celle decrite 
ci-apr6s pour 1 ' introduction du gene de la 0- 
galactosidase. 

A titre d'exemple de pathologies autres que *les 
pathologies musculaires, susceptibles d'etre trait6es 
dans le cadre de la pr^sente invention, on peut citer 
les thromboses a l'origine des infarctus ou encore des 
phlebites. 

Des vecteurs selon l 1 invention utilises pour 
l'obtention d f un medicament destine au traitement des 
thromboses et & la prevention des infarctus et des 
phlebites, sont plus particulierement caracterises en 
ce que l'acide nucieique d' insertion comprend une 
sequence nucleotidique codant pour une substance 
thrombolytique. Cette dernifere s6qu nee est 

avantageusement prec6d6e d'une sequence signal codant 
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pour un peptide, signal assurant la secretion de la 
substance thrombolytique hors de la cellule 
musculaire. 

L 1 invention vise egalement tout vecteur 
recombinant caract6rise en ce qu'il est const itue du 
genome defect if d'un adenovirus, comprenant neanmoins 
l 1 ensemble de celles des sequences essentielles 
necessaires k l'encapsidation de cet adenovirus, et 
dans lequel est insere un acide nucieique recombinant 
dont est recherchee la diffusion dans la masse 
musculaire, cet acide nucieique etant place sous le 
controle d'un promoteur susceptible d'etre reconnu par 
les polymerases des cellules musculaires, notaimment le 
promoteur fort de la region precoce E1A du genome des 
adenovirus. 

Un vecteur recombinant prefer^ de 1' invention est 
caracterise en ce que cet acide nucieique recombinant 
est constitue de tout ou partie du gene de la 
dystrophin^ . 

L 1 invention concerne egalement des compositions 
pharmaceutiques comprenant un ou plus ieurs vecteurs 
recombinants tels que deer its ci-dessus, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

L' invention a egalement pour objet un procede 
d'obtention des vecteurs recombinants decrits ci- 
dessus qui comprend apr£s l'etape de construction 
proprement dite de ces vecteurs par introduction de 
1' acide nucieique d' insertion dans leur genome, une 
etape de transformation de lignees cellulaires 
transformables d'eucaryotes superieurs (notamment 
d'origine humaine ou animale) comportant elles-memes 
une sequence distincte de nucleotides apte k 
complementer la partie du genome de 1' adenovirus 
essentielle pour la replication de ce dernier et dont 
le susdit vecteur est depourvu, ladite sequence 



distincte etant de preference incorpor6e au genome des 
cellules de ladite lign6e cellulaire. 

A titre d'exemple prefer^ de telles lignees 
cellulaires, on mentionnera la lignee 293, lignee de 
rein embryonnaire humain qui contient, integr6s dans 
son genome, les onze premiers pourcents de l'extremite 
gauche du genome d'un Ad5. Ceux-ci permettent de 
complementer des virus recombinants defectifs qui 
portent des deletions de cette region. Un tel proc^de 
d'obtention est plus particuliereinent deer it dans la 
demande de brevet europeen n° 0 185 573 du 20/11/85. 

Apr£s transformation de ces lignees cellulaires, 
les vecteurs qui se sont ainsi multiplies sont 
r6cup6res et purifies. 

La presente invention sera plus particulierement 
illustree a l'aide de la description detainee qui 
suit de la construction d 1 adenovirus vecteurs 
recombinants comportant le gene codant pour la 0- 
galactosidase, et des proprietes de cet adenovirus 
vecteur. 

1. Construction de 1' adenovirus recombinant, Ad- 
RSV-0gal, par recombinaison in vivo . 

Cet adenovirus recombinant a ete construit par 
recombinaison homologue entre un plasmide approprie et 
le genome de 1' adenovirus de type 5 (Ad5) . Dans cette 
construction, le gene de la /?-galactosidase est place 
sous le contrdle du promoteur RSV (Rous Sarcoma 
Virus) . Le plasmide pAdRSV/3gal utilise contient le 
segment PvuII de l'extremite gauche de l»Ad5 (segment 
situe entre les positions 0 et 1,3 du plasmide sur la 
figure 1) comprenant la repetition terminale 
intervertie, l"origine de replication, des signaux 
d'encapsidation, et 1 'amplificateur Ela. Ce fragment 
est suivi par un gene nlslacz (decrit dans Bonnerot, 
C. et al., Proc. natn. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 
6795-6799) codant pour la /9-galactosidase, et par un 
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fragment de 1' adenovirus Ad5 situe entre les positions 
9,4 et 17 du plasmide de la figure 1. 

Les valeurs des positions 1,3, 9,4 et 17 
indiquees ci-dessus sont des unites indiquant le 
nombre de paires de base comprises 4 I'intdrieur de 
ces fragments, une ;Unit6 representant 3 60 paires de 
base. 

La sequence d'AdS situee entre les positions 9,4 
et 17 sus-mentionnees penaet la recombinaison avec 
1* adenovirus dl324 traite par l 1 enzyme de restriction 
Glal (correspondant & un mutant de deletion E3; la 
deletion etant effectuee entre les positions 78,4 et 
84,3 du genome de l 1 adenovirus represents sur la 
figure 1), apres transfection de cellules 293 
(cellules embryonnaires humaines de rein transformees 
par 1' adenovirus et mentionnees ci-dessus) afin de 
g6n6rer le vecteur recpmbinant Ad-RSV-/3gal. Le gene 
nlslacZ est controie par le promoteur RSV LTR et 
possede le signal de polyadenylation du virus SV40. 
Le virus recombinant ainsi obtenu est incapable de se 
repliquer en raison de la deletion des genes El. 

2. Etude du transfert du gene par 1 1 intermedia ire 
de 1' adenovirus aux organes de souris. 

Des souris Balb/C agees de 4 jours ont subi une 
injection intra-veineuse de 20-40 microlitres 
d 1 adenovirus recombinants hautement purifies, Ad-RSV- 
0gal (10 9 unites formant des plages : UFP/ml) les 
organes, >ont 6te preieves 15 jours apres injection et 
traites avec du paraformaldehyde 4% dans un tampon 
phosphate pendant 30 > minutes. Apres ringage les 
organes bnt 6te incub6s pendant une nuit & 30 °C dans 
une solution X-gal. Les organes entiers ont ensuite 
et6 congeies et prepares de maniere appropriee pour 
effectuer des cryosections (de 10 micrometres 
d'epaisseur) , sections qui ont ete colorees a l'aide 
d'h6matoxyline et d'eosine. 



La mise en 6videnc par coloration histochimique 
de la manifere indiqu^e ci-dessus de l'activite J3- 
galactosidase sur les sections effectu^es indique la 
presence dans les cellules des organes pr61eves du 
g6ne ins6r6 dans 1' adenovirus vecteur. 

L'examen macrocospique du coeur ainsi que des 
muscles du squelette preleves sur ces souris 
traitees, r6vele la grande efficacite avec laquelle a 
ete effectu6 ce trans fert de gfene apres seulement une 
injection de l'ad6novirus recombinant. L f int6ret du 
choix de la voie intraveineuse reside dans le fait que 
le vecteur viral n'est pas concentre dans une zone 
quelconque du tissu musculaire mais au contraire qu*il 
est favorablement disperse dans l 1 ensemble de la masse 
musculaire. La coloration histochimique permet 

d'estimer que le nombre de cellules transformees 
atteint dans certaines zones 50 % du nombre de 
cellules musculaires pr6sentes dans cette zone. 

L 1 expression de la /3-galactosidase dans le 
myocarde ainsi que dans les muscles du squelette est 
parfaitement stable. Des colorations positives ont pu 
etre observ6es 15,33,55,66,90,127 et 150 jours apr6s 
1 » in j ection de 1 1 adenovirus recombinant . 

L'expression du gfene semble constante en fonction du 
temps, puisque la proportion de cellules bleues dans 
les tissus musculaires semblent a peu pr&s equivalente 
d'un mois & l f autre. 

L* analyse de fibres musculaires isol6es revele 
qu'une seule fibre est susceptible de presenter de 
nombreux "centres d' expression". 

Des analyses par immunotr ans fert ( S outhern ) 
r£alis£es ci partir du coeur d'une souris traitee ont 
permis de mettr en evidence une bande intense et 
unique correspondant 4 35 Kpb indiquant que 1 1 ADN 
viral introduit dans les cellules musculaires est 
essentiellement extrachromosomique . 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Utilisation de vecteurs recombinants d*origine 
virale, non replicables, et susceptibles d'etre 
reconnus par les r6cepteurs de cellules musculaires, 
humaines ou animales, infectables par ces virus, ces 
vecteurs 6tant en outre modifies par un acide 
nucieique d 1 insertion contenant une sequence 
nucieotidique codant pour une sequence polypeptidique 
dont l 1 expression dans lesdites cellules musculaires 
est recherch6e, cette sequence etant sous le controle 
d'un promoteur reconnu par les polymerases de ces 
cellules/ pour l'obtentidn d f un medicament destine au 
traitement de pathologies affectant les cellules 
musculaires ou de pathologies dont la localisation 
dans l'organisme les rendent accessibles aux produits 
de l 1 expression de la sequence nucieotidique sus- 
mentionnee secretes par- lesdites cellules musculaires. 

2. Utilisation de vecteurs selon la revendication 
1, caracterisee en ce que ces vecteurs sont choisis 
parmi les adenovirus defectifs dont les genomes sont 
depourvus de sequences essentielles necessaires a la 
replication de ces adenovirus , et plus 
particulierement des transact ivateurs EA et EB. 

3. Utilisation de vecteurs selon la revendication 
1 ou la revendication 2, caracterisee en ce que 
l f acide nucieique cM insertion est compris dans un 
genome! defectif d' adenovirus comprenant neanmoins 
l 1 ensemble de celles des sequences essentielles 
necessaires k 1 'encapsidation de ces adenovirus, 

4. Utilisation de vecteurs selon l'une des 
revendications 1 h 3, caracterisee en ce que 1' acide 
nucieique d 1 insertion est constitue de tout ou partie 
d'un gene sain de la dystrophine. 

5. Utilisation de vecteurs selon l'une des 
revendications 1 & 4, pour l f obtention d'un medicament 
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REVENDI CAT IONS 

1. Utilisation de vecteurs recombinants d'origine 
virale, non replicables, et susceptibles d'etre 
reconnus par les recepteurs de cellules musculaires, 
humaines ou animales, infectables par ces virus, ces 
vecteurs etant en outre modifies par un acide 
nucieique d 1 insertion contenant une sequence 
nucl6otidique codant pour une sequence polypeptidique 
dont 1' express ion dans lesdites cellules musculaires 
est recherch6e, cette sequence etant sous le controle 
d'un promoteur reconnu par les polymerases de ces 
cellules, pour Uobtention d f un medicament pour 
1 • administration par la voie intraveineuse, destine au 
traitement de pathologies af f ectant les cellules 
musculaires ou de pathologies dont la localisation 
dans l»organisme les rendent accessibles aux produits 
de l 1 express ion de la sequence nucieotidique sus- 
mentionnee secret 6s par lesdites cellules musculaires. 

2 . Utilisation de vecteurs selon la revendication 
1, caract6ris6e en ce que ces vecteurs sont choisis 
parmi les adenovirus d6fectifs dont les genomes sont 
depourvus de sequences essentielles necessaires h. la 
replication de ces adenovirus, et plus 
particulierement des transactivateurs EA et EB. 

3. Utilisation de vecteurs selon la revendication 
1 ou la revendication 2 , caract6r is6e en ce que 
l 1 acide nucieique d' insertion est compris dans un 
genome defectif d 1 adenovirus comprenant neanmoins 
!• ensemble de celles des sequences essentielles 
necessaires & 1 1 encapsidation de ces adenovirus. 

4. Utilisation de vecteurs selon l'une des 
revendications 1 k 3, caracteris6e en ce que 1* acide 
nucieiqu d f insertion est constitue de tout ou partie 
d'un g6ne sain de la dystrophine. 
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destine au traitement de la dystrophie musculaire de 
Duchenne. 

6. Utilisation de vecteurs selon l'une des 
revendications 1 & 5, par voie intra-veineuse. 

7. Vecteur recombinant caract6ris6 en ce qu'il 
est constitud du genome d6fectif d'un adenovirus , 
comprenant n6anmoins 1 ■ ensemble de celles des 
sequences essentielles ndcessaires a 1 1 encapsidation 
de cet adenovirus, et dans lequel est insdrdt un acide 
nucl6ique recombinant dont est recherchee la diffusion 
dans la masse musculaire, cet acide nucleique etant 
place sous le controle d'un promoteur susceptible 
d'etre reconnu par les polymerases des cellules 
musculaires, notamment le promoteur fort de la region 
pr6coce E1A du g6nome des adenovirus. 

8* Vecteur recombinant selon la revendication 7, 
caract6ris6 en ce que cet acide nucleique recombinant 
est const itud de tout ou partie du g6ne de la 
dystrophine. 

9 . Composition pharmaceutique comprenant un 
vecteur recombinant selon la revendication 7 ou la 
revendication 8, en association avec un v6hicule 
pharmaceutiquement acceptable. 
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14. 

5* Utilisation de vecteurs selbn l'une des 
revendications 1 h 4, pour l'obtention d'un medicament 
destine au trait ement de la dystrophic musculaire de 
Duchenne • 

6. Utilisation de vecteurs selon l'une 
quelconque des revendications 1 & 3 pour l'obtention 
de medicaments pour le traitement de malades 
cardiaques, caract6risee en ce que 1' acide nucieique 
d 1 insertion code pour une proteine ou un polypeptide 
ayant des proprietes thrombolytiques • 

7. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il 
est constitue du genome d6fectif d'un adenovirus , 
comprenant neanmoins 1' ensemble de celles des 
sequences essentielles necessaires & 1 'encapsidation 
de cet adenovirus, et dans lequel est ins6re un acide 
nucieique recombinant dont est recherchee la diffusion 
dans la masse cardiaque, cet acide nucieique etant 
place sous le contrdle d'un promoteur susceptible 
d'Stre reconnu par les polymerases des cellules 
musculaires , notamment le promoteur fort de la region 
precoce E1A du genome des adenovirus • 

8. Vecteur recombinant selon la revendication 
7, caracterise en ce que 1* acide nucieique d' insertion 
code pour une proteine ou uri polypeptide ayant des 
proprietes thrombolytiques. 

9. Composition pharmaceutique comprenant un 
vecteur recombinant selon la revendication 7 ou la 
revendication 8, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 



r * 



VERIFICATION OF TRANSLATION 



I, Derek JARVIS 

7, rue d' Upsal 
67000 STRASBOURG 

declare that I am conversant with the French and English 
languages and that to the best of my knowledge and belief the 
following is a true translation of the patent bearing the 
national registration No. 91 11947 

Signature : 

Tarns 



Strasbourg, 8th August, 2000 



1 



RECOMBINANT VECTORS OF VIRAL ORIGIN, PROCEDURE 
FOR THEIR PRODUCTION AND THEIR USE FOR THE 
EXPRESSION OF POLYPEPTIDES IN MUSCLE CELLS 

5 The invention relates to recombinant vectors of viral origin 

which contain a nucleotide sequence coding for a specific 
polypeptide, and their use for the expression of this polypeptide in 
muscle cells. The invention also relates to a procedure for 
producing these vectors, as well as to their uses, in particular as 

10 medicines in the field of muscle diseases. 

The hitherto unresolved problem of the direct diffusion of a 
gene towards a specific tissue is an obstacle to the development of 
gene therapy in the field of muscle diseases. 

The various attempts to modify muscle tissue performed 

15 hitherto consist mainly of that involving fusion of muscle cells with 
a host cell (Salminen, A et al., Hum.GeneTher. 2, 15-26 (1991); 
Partridge, T.A. et aL,Nature 337, 176-179 (1989), and that involving 
direct injection of DNA into the muscles (Wolff, J.A. et al., Science 
247, 1465^1468 (1991); Acsadi, G., New Biol. 3, 71-81 (1991)). 

20 The method proceeding by the fusion in mice of precursors of 

muscle cells derived from a normal donor with muscle fibers of a 
host (Partridge, T.A. et al., mentioned above) has been carried out 
with success and this cellular therapy has been the subject of 
preliminary trials in children. However, this approach seems to 

25 present too many disadvantages to be applicable to the treatment 
of muscle diseases. In fact, since the migratory capacities of the 
precursor cells are reduced to a few millimeters, the cellular 
implantation of these latter would necessitate millions of injections 
requiring hours of anaesthesia. Inevitably, there would be the risk 

30 of immunological problems leading to rejection phenomena 
occurring, as in the case of many grafts. In addition, the treatment 
of Duchenne's muscular dystrophy (DMD) not only requires 
making contact with the skeletal muscles but also with the 
myocardial cells; the difficulties likely to be encountered in 

35 implanting precursors of muscle cells in the myocardium can easily 
be imagined. Consequently, cellular therapy hardly seems to be 
appropriate for the treatment of diseased cells exhibiting such 
dissemination in the organism. 
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Gene therapy by direct in vivo introduction of nucleic acids 
into the interior of organs is an attractive method on account of its 
simplicity, but its development is confronted with a number of 
obstacles. In particular, the expression of genes in the muscles 
5 remains localized at the site of injection (Wolff, J. A., et al., 
mentioned above) and seems to be of quite limited duration, 
particularly in cardiac muscle (Acsadi, G. et al., mentioned above). 

The aim of the present invention is precisely to make possible 
the introduction of a very large number of nucleic acids into a 
10 considerable number of muscle cells (up to 50% or more) of a human 
or animal organism, whether these muscle cells be those of skeletal 
muscle or even those of the myocardium. 

The present invention relates more particularly to the 
transport of nucleic acids to target muscle cells by the blood, while 
15 protecting these nucleic acids against attack by various blood 
constituents. 

Another objective of the present invention is to make 
available to the public pharmaceutical compositions which make 
possible the treatment of muscle diseases, and more particularly 

20 genetic diseases of the muscle system, or also diseases, the 
localization of which in the organism makes them accessible to the 
expression products of the above-mentioned nucleic acids, these 
products being secreted by the said muscle cells. 

The present invention follows from the discovery made by the 

25 inventors of the fact that p-galactosidase activity is found in many 
tissues after injection into mice of recombinant vectors of viral 
origin, more particularly of adenoviral origin, into the genome of 
which the gene coding for 0-galactosidase has been inserted. Such 
tissues include the lungs, liver, intestine, heart and the skeletal 

30 muscles. The expression of the gene for 0-galactosidase is constant 
with time, since the proportion of blue-coloured cells (colour 
produced subsequent to gene expression) in the muscle tissue is 
more or less the same from one month to the next. 

Figure 1 shows an example of the construction of a 

35 recombinant vector according to the invention and which 
corresponds to a type Ad5 adenovirus into the genome of which the 
gene for (5-galactosidase has been inserted under the control of the 
RSV promoter. 
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The subject of the present invention is the use of recombinant 
vectors of viral origin, incapable of replication and likely to be 
recognized by the receptors of human and animal muscle cells 
which can be infected by these viruses, these vectors being 
5 additionally modified by a nucleic acid insert containing a 
nucleotide sequence which codes for a polypeptide sequence, the 
expression of which in the said muscle cells is sought, this sequence 
being under the control of a promoter recognized by the 
polymerases of these cells, for the production of a medicine 
10 designed for the treatment of either diseases affecting muscle cells 
or diseases whose localization in the organism makes them 
accessible to the expression products of the above-mentioned 
nucleic acids and secreted by the said muscle cells. 

The adenoviruses, in particular the human adenoviruses type 
15 2 or 5 represent particularly preferred vectors in the framework of 
the present invention by virtue in particular of the large size of the 
foreign DNA fragment which it is possible to insert into the genome 
of these viruses. 

Advantageously, the above-mentioned nucleic acid insert is 
20 included in a defective genome of an adenovirus, this genome 
lacking essential sequences necessary for the replication of these 
adenoviruses, and more particularly the EA and EB 
transactivators; nonetheless, this genome preferentially includes all 
of those essential sequences necessary for the encapsidation of 
25 these adenoviruses. 

The amount of vectors administered to the organism is 
advantageously chosen so as to overwhelm the immune system of 
the organism into which they are injected. 

Advantageously, the route of administration selected in the 
30 framework of the present invention is the intravenous or 
intraarterial route. 

Among the diseases affecting muscle cells mentioned above, 
mention may be made of genetic diseases such as muscular 
dystrophy. 

3 5 Consequently, the nucleic acid inserted into the genome of the 

viral vector and the diffusion of which into the muscle mass is 
desired, comprises a nucleotide sequence coding for a polypeptide 
capable of treating the disease in question, and more particularly of 
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playing the role in the muscle cell of the polypeptide normally 
present in a healthy cell, but the deficiency of which is due either to 
an abnormally low level or the complete failure of the production of 
this polypeptide, or to an error in its amino acid sequence which 
5 results from genetic anomalies in its coding nucleotide sequence. 

Vectors according to the invention used to produce a medicine 
designed for the treatment of muscular dystrophy are more 
particularly characterized in that the nucleic acid insert is 
constituted by all or part of a healthy gene for dystrophin. The 

10 introduction of the entire gene for dystrophin or even of any part of 
this gene which codes for a polypeptide conserving an activity 
similar to that of the whole protein can be carried out in accordance 
with a method identical with that described hereafter for the 
introduction of the {J-galactosidase gene. 

15 As examples of diseases other than muscle diseases, 

susceptible to treatment in the framework of the present invention, 
mention may be made of the thromboses originating from infarcts 
or also phlebites. 

Vectors according to the invention used to produce a drug 

20 designed for the treatment of thromboses and for the prevention of 
infarcts and phlebites are more particularly characterized in that 
the nucleic acid insert comprises a nucleotide sequence coding for a 
thrombolytic substance. The latter sequence is advantageously 
preceded by a signal sequence which codes for a peptide signal 

25 which ensures the secretion of the thrombolytic substance outside 
the muscle cell. 

The invention also relates to any recombinant vector 
characterized in that it is constituted of the defective genome of an 
adenovirus comprising, nonetheless, all of the essential sequences 

30 necessary for the encapsidation of this adenovirus, and into which 
is inserted a recombinant nucleic acid, the diffusion of which is 
desired in the muscle mass, this nucleic acid being placed under the 
control of a promoter capable of being recognized by the 
polymerases of the muscle cells, in particular by the strong 

35 promoter of the E1A early region of the genome of the 
adenoviruses. 
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A preferred recombinant vector of the invention is 
characterized in that this recombinant nucleic acid is constituted by 
all or part of the gene for dystrophin. 

The invention also relates to pharmaceutical compositions 
5 comprising one or more recombinant vectors such as those 
described above, in combination with a pharmaceutically 
acceptable vehicle. 

The subject of the invention is also a procedure for producing 
the recombinant vectors described above which comprises, after the 
10 construction stage itself of these vectors by the introduction of the 
nucleic acid insert into their genome, a transformation step of 
transformable cell lines of higher eukaryotes (in particular of 
human or animal origin), themselves carrying a distinct nucleotide 
sequence capable of complementing the part of the genome of the 
15 adenovirus essential for the replication thereof and which the 
above-mentioned vector lacks, the said distinct sequence being 
preferably incorporated into the genome of the cells of the said cell 
line. 

As a preferred example of such cell lines, mention should be made ^ 

20 of line 293, a human embryonic kidney line which contains, 
integrated into its genome, the first eleven percent of the lefthand 
end of the genome of an Ad5. This portion complements defective 
recombinant viruses which bear deletions in this region. Such a 
production procedure is more particularly described in the 

2 5 European patent application No. 0 185 573 of 20 / 1 1 / 85. 

After transformation of these cell lines, the vectors which are 
thus multiplied are recovered and purified. 

The present invention will be illustrated more particularly 
with the aid of the detailed description which follows of the 

30 construction of recombinant adenovirus vectors comprising the 
gene coding for 0-galactosidase, and of the properties of this 
adenovirus vector. 

1. Construction of the recombinant adenovirus Ad-RSV-fJ- 
gal, by means of in vivo recombination. 

35 This recombinant adenovirus was constructed by homologous 

recombination between a suitable plasmid and the genome of a type 
5 (Ad5) adenovirus. In this construction, the p-galactosidase gene is 
placed under the control of the RSV (Rous Sarcoma Virus) 



promoter. The plasmid pAdRSV Gal used contains the PvuII 
segment of the lefthand end of the Ad5 (segment situated between 
the positions 0 and 13 of the plasmid in Figure 1) comprising the 
inverted terminal repeat, the origin of replication, encapsidation 
5 signals and the amplifier Ela. This fragment is followed by a nlslacZ 
gene (described in Bonnerot, C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
1987, 84, 6795-6799) which codes for {J-galactosidase, and by a 
fragment of the adenovirus Ad5 situated between the positions 9.4 
and 17 of the plasmid of Figure 1. 

10 The values of the positions 1.3, 9.4 and 17 indicated above are 

units indicating the number of base pairs included within these 
fragments, one unit representing 360 base pairs. 

The Ad5 sequence situated between the above-mentioned 
positions 9.4 and 17 allows recombination with the adenovirus 

15 dl324 treated with the restriction enzyme Clal (corresponding to a 
deletion mutant E3; the deletion being made between the positions 
78.4 and 84.3 of the genome of the adenovirus shown in Figure 1), 
after transfection of 293 cells (human embryonic kidney cells 
transformed by the adenovirus and mentioned above) in order to 

20 generate the recombinant vector Ad-RSV-0-gal. The nlslacZ gene is 
controlled by the RSV LTR promoter and possesses the 
polyadenylation signal of the SV40 virus. The recombinant virus 
thus obtained is incapable of replicating on account of the deletion 
of the El genes. 

25 2. Study of the transfer of the gene to the organs of the mouse 

through the intermediary of the adenovirus. 

Four days old Balb/C mice are given an intravenous injection 
of 20-40 microliters of highly purified recombinant adenovirus Ad- 
RSV-0-gal (10 9 plaque-forming : PFU/ml), the organs were excised 

30 15 days after the injection and treated with 4% paraformaldehyde 
in a phosphate buffer for 30 minutes. After being rinsed, the organs 
were incubated overnight at 30°C in a X-gal solution. The whole 
organs were then frozen and treated appropriately so that 
cryosections (10 micrometers thick) could be prepared and these 

3 5 sections were stained with the aid of hematoxylin and eosin. 

The demonstration by means of histochemical staining in the 
manner indicated above of p-galactosidase activity in the sections 
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prepared indicates the presence of the gene inserted into the 
adenovirus vector in the cells of the excised organs. 

The macroscopic examination of the heart as well as the 
skeletal muscles excised from these treated mice reveals the great 
5 efficiency with which this gene transfer was made after only one 
injection of the recombinant adenovirus. The significance of the 
choice of the intravenous route resides in the fact that the viral 
vector is not concentrated in any particular zone of the muscle 
tissue but, conversely, it is favourably distributed throughout the 

10 muscle mass. The histochemical staining leads to estimates that the 
number of transformed cells in some zones attains 50% of the 
number of muscle cells present in this zone. 

The expression of 0-galactosidase in the myocardium as well 
as in the skeletal muscles is perfectly stable. It was possible to 

15 observe positive stains 15, 33, 55, 66, 90, 127 and 150 days after the 
injection of the recombinant adenovirus. The expression of the gene 
seems to be constant as a function of time since the proportion of 
blue cells in the muscle tissues seems to be more or less the same 
from one month to the next. 

20 The analysis of isolated muscle fibers reveals that a single 

fiber is likely to show many "centers of expression". 

Analyses by (Southern) immunoblot performed on the heart of 
a treated mouse have led to the demonstration of an intense and 
unique band at 35 kbp indicating that the viral DNA introduced into 

25 the muscle cells is essentially extrachromosomal. 
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CLAIMS 

1. Use of recombinant vectors of viral origin, incapable of 
replication and capable of being recognized by the receptors of 
5 human and animal muscle cells which can be infected with these 
viruses, these viruses being in addition modified by a nucleic acid 
insert containing a nucleotide sequence coding for a polypeptide 
sequence, the expression of which in the said muscle cells is sought, 
this sequence being under the control of a promoter recognized by 

10 the polymerases of these cells for the production of a drug 
composition designed for the treatment of either diseases affecting 
the muscle cells or diseases the localization of which in the 
organism makes them accessible to the expression products of the 
above-mentioned nucleotide sequence secreted by said muscle cells. 

15 2. Use of vectors according to Claim 1, characterized in that 

these vectors are selected from defective adenoviruses, the 
genomes of which lack essential sequences necessary for the 
replication of these adenoviruses, and more particularly the EA and 
EB transactivators, 

20 3- Use of vectors according to Claim 1 or Claim 2, 

characterized in that the nucleic acid insert is included in a defective 
adenovirus genome comprising nonetheless all of the essential 
sequences necessary for the encapsidation of these adenoviruses, 

4. Use of vectors according to one of the Claims 1 to 3, 
25 characterized in that the nucleic acid insert is constituted by all or 

part of a healthy gene for dystrophin, 

5. Use of vectors according to any one of the Claims 1 to 4 for 
the production of a medicine designed for the treatment of 
Duchenne's muscular dystrophy. 

30 6. Use of vectors according to any one of the Claims 1 to 5 by 

the intravenous route. 

7. Recombinant vector characterized in that it is constituted 
by a defective genome of an adenovirus, nonetheless comprising all 
of the essential sequences necessary for the encapsidation of this 

3 5 adenovirus, and in which is inserted a recombinant nucleic acid, the 
diffusion of which into the muscle mass is sought, this nucleic acid 
being placed under the control of a promoter capable of being 
recognized by the polymerases of the muscle cells, in particular the 



strong promoter of the E1A early region of the genome of the 
adenoviruses, 

8. Recombinant vector according to Claim 7, characterized in 
that this recombinant nucleic acid is constituted by all or part of the 
dystrophin gene. 

9. Pharmaceutical composition containing a recombinant 
vector according to Claim 7 or Claim 8, in combination with a 
pharmaceutical^ acceptable vehicle. 
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CLAIMS 

1. Use of recombinant vectors of viral origin, incapable of 
replication and capable of being recognized by the receptors of 
5 human and animal muscle cells which can be infected with these 
viruses, these viruses being in addition modified by a nucleic acid 
insert containing a nucleotide sequence coding for a polypeptide 
sequence, the expression of which in the said muscle cells is sought, 
this sequence being under the control of a promoter recognized by 

10 the polymerases of these cells for the production of a drug 
composition designed for the treatment of either diseases affecting 
the muscle cells or diseases the localization of which in the 
organism makes them accessible to the expression products of the 
above-mentioned nucleotide sequence secreted by said muscle cells. 

15 2. Use of vectors according to Claim 1, characterized in that 

these vectors are selected from defective adenoviruses, the 
genomes of which lack essential sequences necessary for the 
replication of these adenoviruses, and more particularly the EA and 
EB transactivators. 

20 3. Use of vectors according to Claim 1 or Claim 2, 

characterized in that the nucleic acid insert is included in a defective 
adenovirus genome comprising nonetheless all of the essential 
sequences necessary for the encapsidation of these adenoviruses. 

4. Use of vectors according to one of the Claims 1 to 3, 
25 characterized in that the nucleic acid insert is constituted by all or 

part of a healthy gene for dystrophin. 

5. Use of vectors according to any one of the Claims 1 to 4 for 
the production of a medicine designed for the treatment of 
Duchenne's muscular dystrophy. 

30 6. Use of vectors according to any one of the Claims 1 to 3 for 

the production of drug compositions for the treatment of cardiac 
diseases, characterized in that the nucleic acid insert codes for a 
protein or polypeptide having thrombolytic properties. 

7. Recombinant vector characterized in that it is constituted 

35 by a defective genome of an adenovirus, nonetheless comprising all 
of the essential sequences necessary for the encapsidation of this 
adenovirus, and in which is inserted a recombinant nucleic acid, the 
diffusion of which into the cardiac mass is sought, this nucleic acid 
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being placed under the control of a promoter capable of being 
recognized by the polymerases of the muscle cells, in particular the 
strong promoter of the El A early region of the genome of the 
adenoviruses. 

5 8. Recombinant vector according to Claim 7, characterized in 

that the nucleic acid insert codes for a protein or polypeptide 
having thrombolytic properties. 

9. Pharmaceutical composition containing a recombinant 
vector according to Claim 7 or Claim 8, in combination with a 
10 pharmaceutical^ acceptable vehicle. 



